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摘要 MPRA (Dendrobium aphyllum) hh HERE 3 种 多 糖 : AP-1, AP-2, AP-3; 玻璃 纤维 
纸 电 读 、 超 速 离心 和 凝 胶 层 析 证 明 : 三 者 都 为 单一 均匀 成 分 。3 种 多 糖 的 特性 粘 数 ( [x]) 分别 
为 426.96，416.96，234.03; 分 子 量 (Mw) 分 别 为 86300, 61500, 43100; WEJ BE ([x 239) 2 90 29 
—30.000, -33.000, -17.000。 经 化 学 方法 和 光谱 分 析 证 明 : AP 为 B(1 一 4) 连 接 的 、 含 O- 乙 酰基 
的 、 吡 吐 型 的 直 链 D- 葡 萄 甘露 聚 糖 。 动 物体 内 试验 表明 : AP 有 免疫 增强 作用 。 
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Abstract Three polysaccharides, namely AP-1, AP-2, AP-3, which were proved to be homo- 
geneous by glass fiber paper electrophoresis, ultracentrifugation analysis and gel 
chromatography, were isolated from the stems of Dendrobium aphyllum. The limiting viscosity 
numbers of three polysaccharides were 426.96, 416.96 and 234.03 respectively. Their molecular 
weights (M) were 86300, 61500 and 43100 respectively. The numbers of their optical rotation 
were —30.00, -33.000 and -17.000 respectively. It was proved by chemical methods and spectrum 
analysis that: APs were O-acetylglucomannan, the linkage was f(1—- 4), the ring form of each 
glycosyl residue was pyranose and the main chain was composed of D-mannose and D-glucose. 
The animal experimentation in vivo showed AP had evident immunostimulating activity. 
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FEIR A fl (Dendrobium aphyllum (Roxb.)C. E. C. Fischer) F= Bl (Orchidaceae)fü 92, 分 布 于 中 国 长 
ARO V8. ZA, WHD, WÉR, Be., II. BRHEZRGEBBRSBEROÉ RORIBOEPUUE. XR EX 
Rea wpfecpzton fee HI, SUEDE rgo CES 1 个 种 ; nE (RU IER) PIA "7; 
FARRA, KEER, MEZZ hA UU. Hag Q.N. 等 研究 过 D. aggregatum 多 糖 的 结构 O7, Ett 
林 等 研究 过 黑 节 章 (D. candidum). 多 糖 的 结构 “2 ; 李 满 飞 等 测定 过 25 Mon 36 个 样品 的 多 糖 含量 ， 
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本 文 研究 了 久居 石狮 多 糖 的 结构 和 活性 ， 将 为 石狮 药 效 学 的 研究 提供 一 定 的 依据 。 


材料 和 方法 





1. 材料 

Sc UR Pr FRA JER fel (Dendrobium aphyllum (Roxb.)C. E. C. Fisch.) 样 品 采 自 云南 省 怒江 峡谷 , 由 中 科 
院 植物 研究 所 吉 占 和 先生 鉴定 。 

2. 多 糖 的 分 离 及 纯化 

将 兜 唇 石 狸 的 茎 上 晒 干 、 粉 碎 ， 用 甲醇 脱脂 ， 再 用 沸水 提取 3 次 ， 滤 液 合并 后 用 乙醇 分 级 沉淀 ， 干 燥 
后 得 到 3 种 粗 多 糖 ， 得 率 为 24.3%。 经 紫外 光 扫 描 及 节 三 酮 反应 证 明 粗 多 糖 中 不 含 蛋 白质 ， 碘 反应 示 粗 
多 糖 中 有 淀粉 。 将 粗 多 糖 反 复 溶解 、 沉 淀 5 次 ， 并 用 冻 融 法 去 淀粉 ， 再 过 DEAE-Sephadex A-25 t 
(1.8x 44cm)， 用 0 一 0.1 mol/ L NaCI 水 溶液 梯度 洗 脱 ， 意 酮 试剂 检测 ， 收 集 高 峰 部 分 ， 多 糖 主要 出 现 
在 水 洗 脱 部 分 ， 弃 去 NaCl 溶液 洗 脱 部 分 中 的 极 少 量 多 糖 ， 将 所 获 多 糖 过 Sepharose 2B 柱 (3 x 48 cm) 
用 0.1mol/L NaCl 水 溶液 洗 脱 ， 草 酮 试剂 检测 ， 收 集 高 峰 部 分 ， 乙 醇 沉 淀 、 化 学 干燥 后 得 到 洁白 的 粉 
状 精 多 糖 : AP-1，AP-2，AP-3。 

3. 多 糖 的 纯度 鉴定 

(D 玻 现 纤维 纸 电 泳 ”缓冲 液 ，0.025 mol/ L 硼砂 : 0.1 mol/ L NaOH2 10:1 v/v; BĘ: 
500V; 电流 1.5A; 时 间 ，2h; a-3kB Uf. 

(2) 超速 离心 多 糖 用 重 蒸馏 水 溶解 ， 浓 度 为 0.25%; 转速 ，55000rpm; HE: 10C- 

(3) EBRE Sepharose 4B 柱 (1.7x47 cm); £ fili: 5 mg 糖 深 于 1.5mL 水 中 ; 0.02 mol/ L 

NaCl 水 溶液 洗 脱 ， 流 速 ，9mL / h; 自动 收集 ， 用 草 酮 试剂 通过 分 光 光 度 法 检测 多 糖 峰 位 。 

4. 多 糖 物理 常数 的 测定 

(D 特性 粘 数 按 文献 [5] 操作 。 

(2) 旋光 度 糖 溶 液 ，20 mg 溶 于 10mL 水 ; Jasco DIP-370 型 数字 旋光 仪 测定 ， 灯 : Na589; i 
H: 25C; 圆 形 样品 池 直 径 : 10mm 

(3) 平均 分 子 量 (Mw) 用 Sepharose 4B 柱 (1.7x 71 cm); 分 别 以 Dextran T-2000, T500, T250, 
Dextran 1 (Mw = 8.22 万 ), Dextran 2 (Mw —4 Jj), 为 标准 多 糖 , 草 酮 试剂 检测 , 求 得 各 自 的 Ve; MEAR 
BEOM w > 200 万 ) 求 出 Vo; 用 一 元 线性 回归 法 求 出 Ve / Vo—lgM 方程 , 并 作 图 ; 样品 (5 mg 溶 于 1.5 mL 水 ) 
Ett, 求 得 各 自 的 Ve, 从 方程 式 计算 出 各 自 的 分 子 量 Mw。 

5. 多 糖 的 结构 鉴定 

(D 0 乙酰 基 分 析 EHI SESS MEER FE TEE GE O- 乙 酰基 , 按 文献 [7] 操 作 ; 再 用 异 羟 膨 酸 反 应 测定 
O- 乙 酰基 含量 , 按 文献 [6] 操 作 。 

Q) 高 碘 酸 钠 氧 化 "8? 将 20 mg Bit T: 25 mL 水 ; 每 隔 24 h 取样 测定 高 碘 酸 钠 的 消耗 (分 光 光 度 法 ) 
和 甲酸 的 释放 (滴定 法 )。 

(3) Smith 降解 “加 乙 二 醇 于 高 碘 酸 钠 氧化 反应 完全 的 溶液 中 , 透析 , 钠 硼 氨 还 原 , 醋酸 中 和 , 再 透 
析 , WERT, 加 甲醇 反复 抽 提 , 三 气 醋酸 封 管 水 解 ; 减 压 燕 干 , 加 水 , 氨水 调 至 碱 性 , AMEE, Dowex 
50W -X8(H ) 树 脂 调 至 pH <7, HEATER, 加 甲醇 反复 抽 提 , 置 干燥 器 中 两 天 ; JUL FP Ae e KE, 再 
加 正 已 烷 , 水 洗 , 取 上 层 清 液 , 用 氮气 浓缩 后 作 气 相 色 谱 : SE-54 毛细 管 柱 , 30m, 190C, FID 检测 。 

(4) 完全 酸 水 解 "" 取 多 糖 5mg, 三 氟 醋 酸 封 管 水 解 , 用 玻璃 纸 过 滤 后 燕 干 滤 液 , 加 甲醇 反复 抽 提 ; 加 
水 , 氨水 调 至 碱 性 , 钠 硼 氨 还 原 , Dowex 50W-X8(H9 树 脂 调 至 pH « 7; ELT BR EI D" Smith 降解 ”, 制 成 
TMS 衍生 物 后 同样 作 气 相 色 谱 。 | 
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(5) 光谱 分 析 IR 谱 用 Perkin-Elmer IR-577 型 分 光 光 度 计 测定 , KBr FE H5; 'H 及 BC NMR 谱 用 
Bruker WH-400M Hz 型 核磁 共振 仪 测定 , 溶剂 为 D,O, 内 标 为 TMS。 

(6) 甲 基 化 分 析 CD 按 文献 [13] 制 备 甲 基 亚 磺 酰 负 矶 离子 。 取 干燥 多 糖 20mg， 用 干燥 的 二 甲 亚 碘 溶 
解 ， 通 氮气 ， 加 负 碳 离子 后 反应 Sh 冰 浴 冷却 至 10C 以下， 逐 滴 加 入 而 甲烷 ， 反 应 在 20C 以 下 持续 
2h; 反应 溶液 透析 ， 氮 仿 提 取 ， 作 IR 以 检测 甲 基 化 是 否 完全 。 将 完全 甲 基 化 多 糖 先 用 909, PIE, FA 
2 mol/ L 三 气 醋酸 封 管 水 解 ， 钠 大 氨 还 原 ，Dowex 50W-X8 (HORAS PAZ pH <7, 加 甲醇 反复 抽 提 : 
加 吡啶 、 醋 本 (1 : 1 v/v) 乙酰 化 1 hy XT, In EE, MRTA aE GC 及 GC 一 MS (XX 
AF: HP5890AGC / HP5988 MS. Aft: GC. 色谱 柱 为 SE-52， 长 50m; MS: HEDRA GC, SF 
化 方式 为 EI， 扫描 方式 为 SCAN). 

6. 多 糖 的 免疫 活性 测定 | 

用 AP t€ 25mg / kg 的 剂量 腹腔 注射 ICR 纯 系 小 鼠 5 天 ， 测 定 相关 免疫 指标 ， 脾 重 、 胸 腺 重 、 抗 体 
细胞 、T 细胞 增殖 、B 细胞 增殖 。 


实验 结果 


AP-1、AP-2、AP-3 经 琉璃 纤维 纸 电泳 显示 单一 色 班 ; 在 超速 离心 时 呈 单 峰 ， 经 Sepharose4B 柱 层 
析 ， 流 出 液 均 为 单 峰 ， 且 峰 形 对 称 。 以 上 3 种 方法 证 明 3 种 多 糖 都 为 单一 均匀 成 分 。3 种 多 糖 的 理化 性 
质 及 光谱 数据 见 表 1。 
3X1 AP 的 理化 性 质 及 光谱 数据 
Table 1 Physical and chemical properties and spectra data of APs 





AP-1 AP-2 AP-3 
[n] 426.96 416.96 234.03 
[abso -30.000 -33.000 -17.000 
Mw’ 86300 61500 43100 
O-acetyl(%) 3.33 5.08 2.23 
IR(cm'!) 3380,2910,2880 3380,2915,2875,1725 3380,2915,2880,1725 
1725,1630,1370,1250 1635,1370,1250,1240 1630,1370,1250,1238 
1240,1065,1055,1025 1062,1055,1025,897 1075,1025,1018,898 
895,873,804 875,804 872,802 
'H NMR(ppm) 2.2,4.7765,4.7825 2.2,4.7004,4.7335 2.2,4.6899,4.7170,4.7797 
4.8370,4.8825,4.9320 4.7904,4.8385,4.8880,4.9383 4.8443,4.9089,4.9729 
13C NMR(ppm) 23.06,23.31,63.19 22.97,23.22,63.20 23.10,23.38,63.38,71.35 
72.25,74.30,75.80 71.54,72.86,74.31 72.10,74.20,76.02,77.67 
71.99,79.29,102.95 75.74,16.66,77.85 79.17,102.80,105.12,174.30 
105.43,174.45,176.62 79.31,81.35,102.95 176.11 


*) HRIBEBE E ELBrBUE 2r TEENAAN b d £87; EA: Ve — —43.75971gM 337.5992 


105.29,175.82,176.22 
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ik 2 Smith 降解 产物 (含量 %) 在 高 碘 酸 钠 氧 化 中 ，AP-1、AP-2、A-3 
Table 2 Products of Simith degradation (content %) 消耗 高 碘 酸 钠 的 量 分 别 为 0.712, 0.685, 0.775 
AP-1 AP-2 AP-3 (单位 ， mol/ mol， 以 单位 已 糖 计算 )。Smith 

glycerin 24.5 25.45 68.05 降解 产物 见 表 2 
erythritol 36.61 22.33 17.99 Smith 降解 中 单 糖 醇 的 出 现 表 明 某 些 糖 残 基 
mannitol 24.82 35.85 9.70 LES 0- 乙 酰基 ， 且 O- 乙 酰基 主要 连 在 甘露 
glucitol 9.75 2.74 2.00 糖 残 基 上 。 高 础 酸 钠 氧 化 、 Smith 降解 及 甲 基 化 


分 析 表 明 ，3 Rb ES BEES US C4) 连 
接 ， 且 都 无 分 支 。Smith 降解 中 ， 多 糖 的 非 还 原 端 被 氧化 或 示众 醇 被 过 氧化 导致 甘油 的 产生 。 在 甲 基 化 
分 析 中 ，3 种 多 糖 均 出 现 4 个 峰 ， 先 出 现 的 两 个 峰 都 为 1，5- 二 乙酰 基 -2，3，4，6- 甲 基 已 糖 ， 次 出 现 
的 两 个 峰 为 |，4，5- 三 乙酰 基 -2，3，6- 三 甲 基 已 糖 ， 峰 1，2，3，4 的 确定 方法 是 将 “ 气 - 质 联 用 ”的 
MS 图 与 文献 C14) 一 一 对 证 。 

多 糖 完 全 酸 水 解 产 物 的 气相 层 析 分 析 表 明 : 3 种 多 糖 均 由 D- 甘 露 糖 和 D- 葡 萄 糖 组 成 ， 摩 尔 比 分 别 
为 1:0.41 (AP-1)、1 : 0.24 (AP-2)、1 : 1.11 (AP-3)。 

3 种 多 糖 的 旋光 度 均 为 负 值 ，3 者 IR 均 在 890 cm ! 左右 有 吸收 峰 ， 3 者 'H NMR 所 有 峰 的 5 值 均 小 
于 5.0ppm， 且 在 4.5 一 4.8 ppm 范围 内 有 特征 峰 O, 3 dg ^C NMR 峰 的 5 值 均 有 大 于 100ppm 的 情 
况 。 因 此 ，3 者 的 单 糖 残 基 异 头 碳 构 型 均 为 B 型 。 

TE IR 谱 中 ，3 者 在 1100 一 1010 cm ! 间 均 有 3 个 强 吸 收 峰 ; 3 者 的 SC NMR 谱 的 5 值 与 文献 [16] 报 道 
的 吡 喃 型 甘露 葡萄 察 糖 的 3C NMR 谱 相 符 。 所 以 , 3 者 的 单 糖 残 基 均 为 吡 哺 型 。 

此 外 , ER 谱 在 810 及 870 cm 处 的 特征 吸收 表明 多 糖 中 有 甘露 糖 残 基 ; 在 1725. ! 及 1250 cm 处 的 
特征 吸收 表明 有 酰基 结构 。 在 'H NMR 详 中 , 3.4 一 4.3 ppm 范围 内 无 特征 峰 , 说 明 多 糖 中 无 蛋白 质 OD; 
2.2 ppm(2.0 一 2.3 ppm) 处 有 特征 峰 C9, 4.90 + 0.02 ppm 处 有 特征 峰 OT 前 者 直接 表明 多 糖 中 有 o- 
E, 后 者 是 因为 某 些 糖 环 的 C, C, 或 Co 位 有 0O- 乙 酰基 , 从 而 使 该 糖 环 上 的 C,-H 在 低 场 出 峰 CD 。 在 

PC NMR 中 , 175 ppm X 23 ppm 处 的 特征 峰 表明 多 糖 中 有 O- 乙 酰基 ; 与 文献 [16] 对 照 , 发 现 O- 乙 酰基 
可 能 多 连 于 甘露 糖 残 基 上 , 且 位 于 C, 或 C6 位 ,同时 ,3 种 多 糖 的 还 原 端 均 为 Man。 
综 上 所 述 : AP 为 B(1 一 4) 连 接 的 、 含 0-- 乙 酰基 的 、 吡 喃 型 的 直 链 D-H 8089 X Pire 
多 糖 的 免疫 活性 测定 结果 见 表 3。 


表 3 多 糖 的 免疫 活性 


Table 3 Immunostimulating activity of AP 







65+ 12 







62+ 7(mg / 10 g 体重) 








胸腺 重 36 t 6(mg / 10 8g 体重 ) 41*8 

抗体 细胞 (PFC) 1055: 66(/ 105 脾 细胞 ) | 1405+159" ”| P«0.01 
T 细胞 增殖 1585 + 427(dpm) 2502 t 26* P «0.05 
B 细胞 增殖 1409 + 342(dpm) 3139 + 833* 





以 上 结果 说 明 : WROL E AP 有 免疫 增强 作用 。 


致谢 IR, NMR 及 GC 均 由 昆明 植物 所 植 化 室 仪器 组 测定 ; GC—MS 由 云南 省 科 委 香料 研究 开发 
中 心 分 析 室 测定 ; 甲 基 化 多 糖 IR 由 云南 大 学 化 学 系 刘 梅 测定 ;旋光 度 由 昆明 植物 所 民族 植物 室 李 炳 钧 
测定 。 
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